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Souhrn

S ptichodem novych a vysoce Gcinnych lécebnych postupll do terapie chronické lymfocy-
tarni leukemie nabyvé na vyznamu analyza minimalni reziduaini nemoci. Minimalni rezidudlni
nemoc ziskava u chronické lymfocytarni leukemie vyznam jako prediktivni faktor, nicméné
jeji dulezitost je v mnoha klinickych situacich stale nejasnd. Roli minimalni reziduaini nemoci
ovliviuji predevsim tyto faktory: metoda pouzita k detekci minimalni rezidualni nemoci, Ié-
Cebny rezim, vysetfeni z periferni krve vs. kostni dfené nebo ¢asovy bod, kdy byl proveden
odbér vzorku na analyzu minimalni rezidualni nemoci. Vysoce senzitivni metody, které dnes ke
kvantifikaci minimalni reziduaIni nemoci pouzivdme, dosahuiji citlivosti 10-*~10~> Jde o metody
ASO-PCR (allele-specific oligonucleotide polymerase chain reaction) a vicebarevnou prato-
kovou cytometrii. Postaveni minimalni rezidualni nemoci v bézné hematologické praxi nenf
bohuzel stale jesté jasné definovano.
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Summary

Newly introduced highly effective treatment options increase the importance of minimal
residual disease measurement in chronic lymphocytic leukemia. Minimal residual disease is
gaining interest mainly as a predictive marker; however, clinical significance of minimal resi-
dual disease in chronic lymphocytic leukemia in many different situations remains unresolved.
Factors with a possible impact on the clinical significance of minimal residual disease are as
follows: technique for minimal residual disease quantification, treatment regimen, peripheral
blood vs. bone marrow analysis or time-point for sampling. Highly sensitive methods now avail-
able to evaluate minimal residual disease can detect a single chronic lymphocytic leukemia cell
in 10*-107° leukocytes using either allele-specific oligonucleotide polymerase chain reaction
or multicolor flow cytometry. Minimal residual disease quantification as a surrogate marker to
assess treatment efficacy in routine hematological practice has to be further evaluated.
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VYZNAM MINIMALNT ZBYTKOVE NEMOCI U CHRONICKE LYMFOCYTARNI LEUKEMIE

Uvod

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL)
je stéle i pres znacné pokroky v urceni
prognézy nemoci a pokroky v jeji tera-
pii v poslednich 15 letech povazovana
za nevylécitelné onemocnéni, tedy s vy-
jimkou alogenni transplantace krve-
tvornych bunék [1]. Ale i pfesto se uka-
zuje, Ze nové moznosti [é¢by, predevsim
nové typy kombinované chemoimuno-
terapie, dokazi u nemocnych s CLL na-
vodit hlubokou lé¢ebnou odpovéd. Cim
vétsi masu malignich bunék se podafi
odstranit, tim vétsi je pravdépodobnost
prodlouzené doby do progrese nemoci
(progression-free survival — PFS) a celko-
vého preziti (overall survival - OS).

K detekci reziduélnich leukemickych
bunék (minimalni rezidualni nemoc -
MRN) u nemocnych s vybornou [éceb-
nou odpovédi je zapotiebi pouzit cit-
livé metody. Zatim ale neni zcela jasné,
zda i u CLL bude detekce MRN tak vy-
znamna, jako je tomu v pFipadé akutni
promyelocytarni leukemie [2,3], akutni
lymfoblastické leukemie [4,5], akutni
myeloidni leukemie [6] a samoziejmé
chronické myeloidni leukemie [7]. Jisté
je, Ze eradikace MRN je nezbytnou pod-
minkou pro vyléceni hematologické ma-
lignity, nicméné kazda negativita MRN
se automaticky nerovna vyléceni, coz

je u CLL zfejméjsi snad jesté vice nez
u ostatnich leukemii (graf 1) [8-11].

Podrobné se sledovani MRN u CLL vé-
nuje fada praci, v€etné ceskych [12].
V roce 2010 byl k tomuto tématu pub-
likovan zevrubny prehled prazskych au-
torG [13]. Tato préce si klade za cil na
prehled prazskych autor(i navazat pred-
lozenim novych poznatkll o postaveni
detekce MRN u CLL. Stéle totiz v této ob-
lasti neni jasno. Zakladni otdzka, ktera
se tyka MRN u CLL, zni i v dnesni dobé
znac¢nych pokrokl v oblasti biologie
a lé¢by CLL takto: M4 lé¢ba CLL sméfo-
vat k eradikaci MRN? A pokud ano, v ja-
kych pfipadech?

Metody detekce MRN u CLL

Ke zjisténi MRN u CLL je zapotfebi metod,
které jsou citlivéjsi nez konvencni cyto-
logie, histologie ¢i zékladni analyza prd-
tokovou cytometrii.

V soucasné dobé jsou ke sledovani
MRN u CLL vyuzivdny tyto metody:
ASO-PCR (allele-specific oligonucleo-
tide polymerase chain reaction) s pri-
mery individudlné navrzenymi pro
kazdého pacienta a pritokova cyto-
metrie [14-18]. Dfive pouzivané poly-
merazové fetézové reakce (PCR) s vy-
uzitim konsenzualnich (consenzus,
univerzélnich) primerd k urceni klonality
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Graf 1. Schéma chovani MRN po lé¢bé CLL.

MRN - minimalni rezidualni nemoc, CLL - chronickd lymfocytarni leukemie

IgH fetézcli se pro nizkou senzitivitu jiz
nepouziva [13]. Vzhledem k absenci spe-
cifického molekularné genetického mar-
keru (jaké predstavuji napt. fuzni geny
¢i mutace genud akutni myeloidni leu-
kemie, chronické myeloidni leukemie
nebo akutni promyelocytarni leukemie)
nemohou byt tyto aberace ke sledovani
MRN u CLL vyuzity. Metody sledovani
MRN u CLL jsou v podstaté shodné s me-
todami pouzivanymi pro detekci MRN
u akutni lymfoblastické leukemie [5].

Pritokova cytometrie
Pratokovou cytometrii (FCM) byly p0-
vodné CLL buriky identifikovany jen na za-
kladé koexprese znakd CD5 a CD19 [19].
Toto vysetfeni je ale znac¢né ne-
presné [14]. Velmi citlivou detekci MRN
mUze poskytnout analyza ctyfbarev-
nou FCM, kterd umozni detekovat jednu
nadorovou bunku az z 1010 leuko-
cytl [16,17]. Pracovni skupina ERIC (Ev-
ropskd vyzkumna iniciativa pro CLL)
navrhla ¢tyfbarevné kombinace mono-
klondlnich protilatek umoznujici identifi-
kaci CLL bunék s limitem detekce 0,01 %
z leukocytll pro CLL s typickym imuno-
fenotypem (pfesnost 96,7 %, senzitivita
91,1 % a specificita 98,8 %). Pfedpokla-
dem k dosazeni uvedenych parametr( je
ale naméreni dostate¢ného poctu uda-
losti (500 000 leukocytd na zkumavku)
a dUkladna znalost charakteristiky ,ga-
tovanych” populaci CLL bunék umoziu-
jici spradvné vyhodnoceni [16]. Srovna-
telnych vysledku Ize dosdhnout pfi uziti
doporucenych klonl jednotlivych mo-
noklonalnich protilatek. Antigeny, proti
kterym jsou monoklondlni protilatky pfi
testovani MRN pomoci ¢tyfbarevné FCM
namifeny, ukazuje tab. 1. Ve snaze sni-
Zit pracnost a ¢asovou naro¢nost pro-
vadéného vysetfeni byl opét z popudu
ERIC zvefejnén standardizovany pfistup
ke sledovani MRN pomoci Sestibarevné
FCM [17]a v soucasné dobé se pracuje na
pfipravé publikace o sledovani MRN po-
moci osmibarevné FCM (odeslano k pub-
likovani, osobni komunikace).
Osmibarevnou FCM detekci MRN
u CLL navrhlo rovnéz brnénské pracovi-
$té [18]. Osmibarevna FCM méla 100%
shodu se ¢tyrbarevnou FCM a silné kore-
lovala rovnéz s vysledky ASO-PCR v redl-
ném case (r = 0,94).
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Vysledkem FCM analyzy je stanoveni
procenta CLL bunék z leukocytl s uve-
denim limitu detekce pro dané méreni
(podstatné zejména u MRN negativnich
vysledku).

Nejvétsimi vyhodami sledovani MRN
pomoci FCM jsou rychlost vy3etfeni,
fakt, ze pro vysetieni neni nutné mit
vstupni vzorek pacienta (znalost vstup-
niho imunofenotypu je ale vhodna pre-
devsim u pacientd s atypickym imu-
nofenotypem), a to, ze metodiku lze
s minimalnimi Upravami aplikovat na ja-
kykoliv pritokovy cytometr s moznosti
vicebarevné analyzy.

Polymerazova retézova reakce
Technika detekce MRN pomoci konsen-
zudlnich primerd pro jednotlivé IgVH ro-
diny ma relativné nizkou senzitivitu (103)
a je povazovéna za prekonanou [13]. Diky
sekvenacnimu vysetreni prestavby IgVH
(gen pro tézky fetézec imunoglobulind)
identifikované pfi diagnéze véak mame
moznost sledovat rezidudlni maligni po-
pulaci s vysokou senzitivitou a specifitou
pomoci individudlnich, pacient-specific-
kych primerd (ASO-PCR). Piiprava eseje
je zalozena na navrzeni klon-specifickych
primerd a vyklonovéni standardu, ktery je
v pribéhu ¢asu pouzivan k presné kalib-
raci eseje. Kazdou esej je nutné pred pou-
Zitim otestovat pro detek¢ni limit senziti-
vity [12,13,20]. PouZije-li se jako templat
DNA, dosahuje senzitivita analyzy MRN
hodnoty 10, coz odpovida senzitivité
detekce MRN pomoci FCM. Pfi pouziti
RNA (cDNA) jako templétu Ize senzitivitu
detekce MRN zvysit az o 3-4 fady. Nevy-
hodou prace s RNA je ale fragilita této
molekuly s nutnosti rychlejsiho trans-
portu do laboratore. Detaily molekularné
genetické analyzy byly popsany v rfadé
publikaci [20,21].

Samoziejmou soucasti analyzy MRN
pomoci FCM ¢i PCR je kontrola kvality
(vzajemné korelace, mezilaboratorni
kontroly s vyménou vzorkd, optimali-
zace vyhodnocovani jiz namérenych dat
v pfipadé FCM).

Klinicky vyznam sledovani

MRN u CLL

Vysledky klinickych studii

O vyznamu dosazeni MRN negativity
u CLL pro prodlouZeni PFS nas informuje

Tab. 1. Antigeny, proti kterym jsou namifeny monoklonalni protilatky pfi testo-
vani MRN pomoci ¢tyfbarevné pratokové cytometrie [16].

Zkumavka Antigeny

1 slgh slgk CD19 CD5
2 CD45 CcD14 D19 CD5
3 CD20 CD38 CcD19 CD5
4 CD81 CD22 CcD19 CD5
5 CD43 CD7%b D19 CD5

uz prace z roku 2003, v niz bylo doku-
mentovano, ze konsolidace alemtuzu-
mabem vede k navozeni negativity MRN
u 38 % pacientll a PFS nemoci u téchto
nemocnym je vyznamné delsi nez PFS
u pacientl s pretrvavajici MRN poziti-
vitou [22]. Ke stejnym vysledkim do-
spély i dalsi studie pouzivajici alemtu-
zumab v konsolidac¢ni lé¢bé CLL [23,24].
Studie Montilla et al prokazala navic
vyznam negativity MRN pro prodlou-
zeni OS [24]. Rovnéz rituximab pfidany
k 1é¢bé CLL jako maintenance vedl k na-
vyseni poctl negativit MRN [25,26]. PFi-
dani rituximabu do udrZovaci terapie
CLL vedlo k dosazeni 70 % MRN negativ-
nich remisi. U MRN negativnich pacientd
pak bylo zjisténo delSi PFS (77 vs. 36 % ve
2,5 letech) a dokonce i OS (89 vs. 72 % ve
3 letech) [25].

V rémci klinickych studii s novymi
kombinacemi chemoimunoterapie, no-
vymi monoklonalnimi protildtkami Ci
novymi léky jako jsou inhibitory signal-
nich drah B bunéc¢ného receptoru (BCR
signalizace) je analyza MRN provadéna
v soucasné dobé témérf rutinné. Seznam
vybranych studii [27-33], u nichz bylo
provadéno méfeni MRN, podava tab. 2.

Uvedené klinické studie [27-33] uka-
zuji, Ze MRN negativity byva daleko ¢as-
t&ji dosahovano u nemocnych lécenych
chemoimunoterapii nez u nemocnych
|é¢enych novymi inhibitory BCR signali-
zace, at jiz v monoterapii nebo v kombi-
naci s rituximabem. Nemocni léceni in-
hibitory BCR signalizace v monoterapii
dosahuji pfedevsim parcialnich remisi.
V pfipadé pouziti ibrutinibu, jednoho
z inhibitorG BCR signalizace, v mono-
terapii dochazi navic u pacient s CLL
k lymfocytéze, ktera hodnoceni MRN
muze komplikovat [34]. Je ale pravda, ze

vysledky téchto studii nelze dobfe srov-
navat (soubory pacientl jsou odlisné,
dévkovani a terapeuticka schémata jsou
naprosto rozdilna, hodnoceni |é¢ebné
odpovédi je provadéno v jinych ¢aso-
vych intervalech a méfeni MRN vyuziva
riznych metod).

Senzitivita MRN je vyS$si pfi vyset-
feni kostni dfené ve srovnani s peri-
ferni krvi [27], vétsina hodnoceni MRN
v bézné praxi ale probihd z periferni
krve.

Allogenni transplantace

| pfes povzbuzujici data uvedena vyse
ma i v soucasné béziné hematolo-
gické praxi analyza MRN u CLL nezpo-
chybnitelné misto jen u pacientl po
alogenni transplantaci krvetvornych
bunék [1,35-37]. Alogenni transplan-
tace predstavuje v soucasné dobé jediny
potencidlné kurativni pfistup k |é¢bé CLL
a jejim prostiednictvim Ize dosdhnout
dlouhodobého vymizeni MRN dokonce
u pacientd s nezddoucimi prognostic-
kymi znaky [1,35-37]. Na zakladé nové
pozitivity MRN po alogenni transplan-
taci krvetvornych bunék Ize indikovat
Ié¢bu jiz v pripadé tohoto pocinajiciho
relapsu, coz je rozdil oproti konvencné
[éCcenym pacientlm, u nichz se relapsy
detekované na zakladé MRN neléci (ne-
[é¢i se ani hematologické relapsy, ne-
splnuji-li standardni kritéria zahajeni
terapie) [38,39].

Vyznam méreni MRN

u CLL pro béznou praxi
Doporuceny postup pro diagnostiku
a terapii CLL Mezinarodni pracovni sku-
piny pro CLL (International Workshop
on CLL) zatim neuvadi méreni MRN jako
nutnou podminku hodnoceni |é¢ebné
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Tab. 2. Vybrané klinické studie, u nichz bylo provadéno méfeni MRN.

Rezim

FCR (fludarabin;
cyklofosfamid;
rituximab)

a FC (fludarabin;
cyklofosfamid)

BR (bendamustin;
rituximab)

rituximab
+
chlorambucil

obinutuzumab
+
chlorambucil

ofatumumab
+
chlorambucil

alemtuzumab

ofatumumab
+
dexamethason

rituximab
+
ibrutinib

Studie

faze lll; 1. linie;
Bottcher et al
2012 [27]

faze ll; 1. linie;
Fischer et al
2012 [28]

faze lll; 1. linie;
Goede et al
2014 [29]

faze lll; 1. linie;
Goede et al
2014 [29]

faze lll; 1. linie;
Hillmen et al
2015 [30]

faze lll; 1. linie;
Hillmen et al
2007 [31]

faze ll; relabovana
a refrakterni CLL;
Doubek et al 2015 [32]

faze II; relabovana
a refrakterni CLL;
Burger et al 2014 [33]

Kohorta ORR MRN negativita
pacientt (n) (CR) (periferni krev)
63 % u FCR
95 %
(MRN pod 107%);
0p) —
493 (4ﬁCA)R) 35%uFC
(MRN pod 10%)
a;;IZ/z(,;AvZ’\rl\a 88 % >78%
0 -4
245) (23,1%)  (MRN pod 10
65,9 % .
233 (8,3 %) 3,3%
755 % .
238 (22.2 %) 37,7 %
226 (MR'N 82 %
analyzovana (13 %) 8%
u 167)
83 % o
149 (24 %) 74 %
67 % 0
33 (15 %) 3%
87 % .
40 8%) 2,5%

Metoda
méreni Median PFS
MRN
68,7 mésice pro
4barevna pacienty s MRN pod
FCM 10*a 15,4 mésice pro
MRN nad 102
32,4 mésice (event-
4barevna -free survival) u MRN
FCM pod 10*a 11,8 mésice
pro MRN nad 10+
ASO-PCR L
(celd skupina)
ASO-PCR 267 mesice
(celd skupina)
4barevna 22,4 mésice
FCM (cela skupina)
14,6 mésice (cela sku-
4barevnd  pina); PFS ve 2 letech
FCM 60 % (MRN pozitivni)
a 85 % (MRN negativni)
8barevna 10 mésict
FCM (celd skupina)
median ¢asu do dosa-
. zenilécebné odpovédi
4barevna Y . )
ECM 5,72 mésice; median

trvani odpoveédi
15,44 mésice

MRN - minimaIni reziduaIni nemoc, ASO-PCR - allele-specific oligonucleotide-PCR, CR — kompletni remise, FCM - priitokova cyto-
metrie, ORR - celkova lécebnd odpovéd, PFS - preziti bez progrese, CLL — chronickd lymfocytarni leukemie

odpovédi, avsak doporucuji zafadit sle-
dovani MRN do klinickych studii, jejichz
cilem je dosahnout co nejhlubsi a nej-
déle trvajici [écebné odpovédi, a samo-
zifejmé pouzit ke sledovani MRN po alo-
genni transplantaci [40].

V soucasné dobé je ale jiz nezpochyb-
nitelné, Ze dosazeni negativity MRN je
pfiznivy nezavisly prediktivni faktor CLL
(alespon co se tykd PFS). Aktudlné je ve
schvalovacim procesu doporuceni Ev-
ropské Iékové agentury (EMA), ktery
umozni v ramci klinickych studii vyuZiti
méreni MRN jako ndhradni cil misto sle-
dovani PFS, coz miZe vyznamné zrychlit
proces klinického hodnoceni. Neni viak

doredena otazka, zda velky selekéni tlak,
ktery vyvijime s cilem dosahnout MRN
negativity u vétsiny nemocnych, nevede
rovnéz k selekci malignéjsich klond ne-
moci, a tedy i k daleko agresivnéjsimu
a obtiznéji léciteInému pribéhu nasled-
ného relapsu onemocnéni [41]. Navic to-
xicita intenzivnéjsi terapie mize byt rov-
néz nezanedbatelna [23,24].

Ceska skupina pro chronickou lymfo-
cytarni leukemii i Ceska leukemicka sku-
pina pro zivot proto v soucasnosti vy-
ddvaji nasledujici doporuceni, které se
tykd MRN u CLL: Sledovani MRN v peri-
ferni krvi ¢i kostni dfeni metodami s cit-
livosti minimalné 10 (pomoci FCM

nebo ASO-PCR) je vhodné zvazit u ne-
mocnych |é¢enych intenzivni Ié¢bou
(napf. kombinované fludarabinové re-
Zimy, alemtuzumab, rezimy s novymi
monoklondlnimi protildtkami a alogenni
transplantace). Dosud se nejedna o vy-
Setfeni povinné, ale vyznam MRN v bu-
doucnu pravdépodobné vyznamné
vzroste. Vhodné je predevsim u pacient(
po alogenni transplantaci krvetvornych
bunék [38,39].

Zaveér

Na zakladé vyse uvedenych informaci je
mozné otazku analyzy MRN u CLL shr-
nout nasledovné:
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1.Dosazeni MRN negativity u CLL je
mozné, a to nejen po alogenni trans-
plantaci krvetvornych bunék.

2. Vysetieni MRN z kostni difené ma vétsi
senzitivitu nez z periferni krve.

3. MRN negativity je ¢astéji dosahovano
pomoci chemoimunoterapie nez s vy-
uzitim novych molekul, jako jsou inhi-
bitory BCR signalizace [33,42], zatim
ale neni jasné, bude-li mit tento fakt
néjaky vyznam pro osud nemocnych
a béZnou klinickou praxi.

4. Rada praci ukazuje, ze dosazeni MRN
negativity prodluZzuje nemocnym PFS
(dle nékterych mensich praci i OS).
MRN tak mUze byt pouzito jako dalsi
prediktivni marker u CLL.

5. Na druhou stranu novéd MRN pozitivita
po predeslé negativité se u pacientd
s CLL nelé¢i (s vyjimkou pacientd
po alogenni transplantaci krvetvor-
nych bunék), a tak pravidelné méreni
MRN po terapii nepfindsi nemocnym
v bézné hematologické praxi zatim
zadnou vyhodu.

6.Dosud neni dofesena otézka, zda
snaha po co nejvyssim procentu dosa-
zenych MRN negativit pomoci inten-
zivni terapie nepovede také ke zvy-
Seni tlaku, jenz bude mit za nasledek
daleko vétsi selekci malignéjsi klont
CLL, a tedy daleko agresivnéjsi pribéh
relapsu nemoci po takovéto lécbé.
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